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@ Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von 
Mikroorganismen in einer Probe mittels einer Nuklein- 
sauresonde sowie einen Kit zur Durchfuhrung eines der- 
artigen Verfahrens. 
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Beschreibung 



Der Nachweis von Mikroorganismen erfolgte jahrzehnte- 
lang mittels Kultivierung. Hierbei werden Mikroorganismen 
auf ein kiinstliches Nahrmedium uberfiihrt, auf diesem bei 
einer bestimmten, optimalen Wachstumstemperaturbebrutet 
und nach Wachstum zu einer Kolonie identifiziert. Die Iden- 
tifizierung kann mittels biochemischer oder auch physiolo- 
gischer Merkmale erfolgen. Diese Vorgehehsweise besitzt 
jedoch gravierende Nachteile. Zum einen brauchen vieie 
Bakterienstamme oft mehrere Tage bis sie auf einem kiinst- 
lichen Medium gewachsen sind. Zum anderen besitzen viele. 
Bakterienarten derart komplexe Anspriiche an die Nahr- 
stoffe und die sie umgebenden Bedingungen, dass ein 
Wachstum auf kiinstlichen Medien oft unmoglich ist. Aktu- 
elle Untersuchungen belegen, dass bei Umweltproben nur 
zwischen 0.1 bis 15% aller Bakterien kultivierbar sind. 
Durch kultivierungsabhangige Verfahren kann dadurch zum 
einen nur ein Bruchteil aller Bakterien nachgewiesen wer- 
den. Zum anderen entspricht die Verteilung der Bakterien- 
populationen nach Wachstum auf kiinstlichen Medien nicht 
der natiirlichen Verteilung in einer Probe. Dies macht nicht 
nur die Identifizierung bestimmter Bakterienarten unmog- 
iich, sondern verhindert auch noch die exakte Quantifizie- 
rung. 

Anfang der 90iger Jahre wurde eine Methode entwickelt, 
die maBgeblich dazu beitragen sollte, neue Einblicke in die 
tatsachliche Diversitat der Bakterien zu erlangen: die HSH- 
Gensonden technologic Die Ruorescent-In-Situ-Hybridiza- 
tion stiitzt sich dabei auf die Erkenntnis, daB bestimmte Be- 
reiche der Ribosomen, die ribosomale RNA (rRNA), kon- 
servierte, d. h. iiber die Jahrmillionen erhaltene Bereiche 
aufweisen. Die Ribosomen sind die Orte der Proteinbiosyn- 
these in prokaryontischen und eukaryontischen Zellen. Hier 
werden die fur die Zelle lebensnotwendigen Proteine und 
Enzyme synthetisiert, die die biochemischen Stoffwechsel- 
umsetzungen katalysieren. Ohne diese standige Synthese 
ware kein Leben auf der Erde moglich. 

Aufgrund dieser lebensnotwendigen Funktion durften 
sich die Bestandteile der Ribosomen, ribosomale Proteine 
und ribosomale. RNA (rRNA) nicht allzu vielen Mutationen 
unterwerfen. Organismen, die durch exogene Einfliisse allzu 
viele Mutationen innerhalb der Ribosomen erfuhren, wur- 
den eliminiert- nur Organismen mit einer minimalen Veran- 
derung dieser essientiellen Komponente konnten iiberleben. 
Diese nattirliche Selektion erhielt bis zum heutigen Tage 
eine nur wenig veranderte Zusammensetzung der Riboso- 
men. Und doch konnte es innerhalb der Nukleinsaurekom- 
ponente der Ribosomen, der rRNA, die sich in ihrer chemi- 
schen Zusammensetzung nur in einem einzigen Baustein 
von derDNA, unterscheidet, in bestimmten Teilen zu Muta- 
tionen kommen. Aus diesem Grund besteht die rRNA der 
Prokaryonten aus konservierten und variablen Regionen. 
Diese Zusammensetzung ermdgiicht die Erkennung von 
stammesgeschichtlichen Zusammenhangen zwischen den 
einzelnen Organismen. Aussagen iiber Verwandtschaft kon- 
nen gerade bei den mit wenig unterschiedlich morphologi- 
schen Erkennungsmerkmalen ausgestatteten Bakterien nun 
mit groBer Zuverlassigkeit getroffen werden. 

Die rRNA der Bakterien laBt sich aufgrund ihrer GroBe 
und ihres spezifischen Gewichtes in drei Klassen einordnen: 
die 5S\ die 16S und die 23S rRNA. Alle drei verschiedenen 
rRNA konnen bei entsprechend anstei gender Aussagekraft 
fur die Ermitdung der Phylogenie herangezogen werden. 

Die HSH-Gensondentechnologie macht sich die Mog- 
lichkeit, die Bakterien aufgrund ihrer rRNA-Zusammenset- 
zung zu unterscheiden, zunutze. Bestimmte Zielstellen auf 
der rRNA werden verwendet, um spezifische Gensonden zu 



erstellen. Diese Gensonden sind nur wenige Bausteine 
groBe, kiinstlich zusammengestellte Abschnitte der Erbsub- 
stanz (DNA). Jede Gensonde hat als "Ziel" eine bestimmte 
Bakterienart, eine Bakteriengattung oder eine Bakterien- 

5 gruppe. Koppelt man nun diese Gensonden mit einem Mar- 
kermolekul, einem fluoreszierenden Farbstoff, und bringt 
diese Sonden in ein Bakteriengemisch ein, so dringen sie in 
die Zellen ein und heften sich, sofern vorhanden, an ihre 
spezifischen Zielstellen. Nach einem Waschschritt, bei dem 

10 alle ungebundenen Sonden aus den Zellen herausgewaschen 
werden, konnen diese speziflsch gebundenen Sonden in den 
Bakterien detektiert werden. Nach Anregung mit energierei- 
chem Licht fluoreszieren die Farbstoffe, die an den Genson- 
den hangen, das Bakterium "leuchtet" im Mikroskop. Wer- 

15 den nun bestimmte Gensonden mit unterschiedlichen Farb- 
stofTen gekoppelt, so kann aufgrund der betreffenden Farbe 
sofortdie Aussage getroffen werden, um welches Bakterium 
es sich in der Probe handelt. 

Ein Nachteil der HSH-Hybridisierung liegt in der auf- 

20 wendigen Quantifizierung der Methode. So werden unter ei- 
nem Mikroskop die speziflsch detektieren Bakterienpopula- 
tion durch Zahien der Zellen quantifizert. Nach Ermittlung 
der Gesamtbakterienzahl mit einem Farbstoff, der speziflsch 
alle Zellen farbt, bzw. der Ermittlung der Gesamtzahl der 

25 Zellen, die fur Sonden zuganglich sind, kann der Anteil der 
spezifischen Bakterienpopulation an der jeweiligen Gesamt- 
population ermittelt werden. Das Auszahlen erfordert zu- 
satzlich eine ausreichend gute Ausbildung, da zwischen ech- 
ten Signalen, die von den speziflsch gebundenen Zellen 

30 stammen, und den falschen Signalen (Autofluoreszenz) un- 
terschieden werden muB. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren 
zur Verfiigung zu stellen, mit dem Mikroorganismen ohne 
vorherige Kultivierung nachgewiesen und gegebenenfalls 

35 quantifiziert werden konnen, und das die Nachteile des Stan- 
des der Technik uberwindet. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch ein Verfah- 
ren zum Nachweis von Mikroorganismen in einer Probe 
mittels einer Nukleinsauresonde gelost, wobei das Verfah- 

40 ren folgende Schritte umfasst: 

a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Mikroorganis- 
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b) Immobilisieren der Mikroorganismen auf einer Mi- 
krotiterplatte 

c) Inkubation der auf der Mikrotiterplatte fixierten und 
immobilisierten Mikroorganismen mit nachweisbaren 
Nukleinsauresondenmolekiilen, um eine Hybridisie- 
rung herbeizufuhren 

d) Entfernen nicht hybridisierter Nukleinsauresonden- 
molekule 

e) Detektieren und gegebenenfalls Quantifizieren der 
Zellen mit hybridisierten Nukleinsauresondenmolekii- 
len 



Bei dieser vorliegenden Erfindung wird unter "Fixieren" 
von Mikroorganismen eine Behandlung verstanden, mit der 
die Zellhtille der Mikroorganismen fiir Nukleinsauresonden 
durchlassig gemacht wird. Die Nukleinsauresonden, die aus 

60 einem Oligonukleotid und einem daran gebundenen Marker 
bestehen, konnen dann die Zellhiille penetrieren und sich an 
die der Nukleinsauresonde entsprechenden Zielsequenz im 
Zellinneren binden. Die Bindung ist durch eine Ausbildung 
von Wasserstoffbriicken zwischen komplementaren Nukle- 

65 insaurestiicken zu verstehen. Bei der Hiille kann es sich um 
eine Lipidhulie handeln, die einen Virus umgibt, um die 
Zellwand von Bakterien oder um die Zellmembran eines 
einzelligen Tierchens. Zur Fixierung wird iiblicherweise 
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eine niederprozentige Paraformaldehydlosung oder eine 
verdunnte Formaldehydlosung verwendet. Kann die Zell- 
wand trotz dieser MaBnahmen nicht von den Nukleinsaure- 
sonden penetriert werden, so sind dem Fachmann ausrei- 
chend weitere MaBnahmen bekannt, die zum gewunschten 
Ergebnis fuhren. Dazu zahlen beispielsweise Ethanol, Me- 
thanol, Mischungen dieser Alkohole, enzymatische Behand- 
lungen oder ahnliches. 

Bei der Nukleinsauresonde im Sinne der Erfindung kann 
es sich um eine DNA- oder RNA-Sonde handeln, die in der 
Regel zwischen 12 und 1000 Nukleotide umfassen wird, be- 
vorzugt zwischen 12 und 50, besonders bevorzugt zwischen 
17 und 25 Nukleotide. Die Auswahl der Nukleinsaureson- 
den geschieht nach den Gesichtspunkten, ob eine komple- 
mentare Sequenz in dem nachzuweisenden Mikroorganis- 
mus vorliegt. Durch diese Auswahl einer definierten Se- 
quenz kann dadurch eine Bakterienart, eine Bakteriengat- 
tung oder eine ganze Bakteriengruppe erfaBt werden. Kom- 
plementaritat sollte moglichst bei einer Sonde von 15 Nu- 
kleotiden uber 100% der Sequenz gegeben sein. Bei Oligo- 
nukleotiden mit mehr als 15 Nukleotiden sind ein bis meh- 
rere Fehlpaarungsstellen erlaubt. Durch das Einhalten von 
stringenten Hybridisierungsbedingungen wird gewahrlei- 
stet, daB das Nukleinsauresondenmolekul auch tatsachlich 
mit der Zielsequenz hybridisiert. Moderate Bedingungen im 
Sinne der Erfindung sind z. B. 0% Formamid in einem Hy- 
bridisierungspuffer wie er in Beispiel 1 beschrieben ist. 
Stringente Bedingungen im Sinne der Erfindung sind bei- 
spielsweise 20-80% Formamid im Hybridisierungspuffer. 
Die Auswahld der jeweiligen Nukleinsauresonden erfolgt in 
Abhangigkeit vom nachzuweisenden Mikroorganismus. Die 
Nukleinsauresonde kann dabei komplementar zu einer chro- 
mosomalen oder episomalen DNA sein, aber auch zu einer 
mRNA oder rRNA des nachzuweisenden Mikroorganismus. 
Von Vorteil ist es, eine Nukleinsauresonde zu wahlen, die zu 
einem Bereich komplementar ist, der in einer Kopiezahl von 
mehr als 1 im nachzuweisenden Mikroorganismus vorliegt. 
Die nachzuweisende Sequenz liegt bevorzugt 500-100 000 
mal pro Zelle vor, besonders bevorzugt 1000-50 000 mal. 
Aus diesem Grunde wird bevorzugt die rRNA als Zielstelle 
verwendet, da die Ribosomen in der Zelle als Orte der Pro- 
teinbiosyn these vieltausendfach in jeder aktiven Zelle vor- 
liegen. 

ErfindungsgemaB wird die Nukleinsauresonde mit dem 
im obengenannten Sinne fixierten Mikroorganismus inku- 
biert, um so ein Eindringen der Nukleinsauresondenmole- 
kule in den Mikroorganismus und die Hybridisierung von 
Nukleinsauresonden molekulen mit den Nukleinsauren des 
Mikroorganismus zu erlauben. AnschlieBend werden die 
nichthybridisierten Nukleinsauresondenmolekule durch ub- 
liche Waschschritte entfernt. Die spezifisch hybridisierten 
Nukleinsauresondenmolekule konnen anschlieBend in den 
jeweiligen Zellen detektiert werden. Voraussetzung hierfur 
ist, dass die Nukleinsauresonde uber eine z. B. kovalente 
Bindung mit einem Marker verkniipft ist. Als detektierbare 
Marker werden fiuoreszierende Gruppen wie z. B. CY2, 
CY3, CY5, FITC, FLUOS, TRITC oder FLUOS-PRIME 
verwendet, die dem Fachmann alle wohlbekannt sind. Auch 
chemische Marker, radioaktive Marker oder enzymatische 
Marker wie Meerrettich-Peroxidase, saure Phosphatase, al- 
kalische Phosphatase, Peroxidase konnen verwendet wer- 
den. Fur jedes dieser Enzyme ist eine Reihe von Chromoge- 
nen bekannt, die anstelle des natiirlichen Substrates umge- 
setzt werden konnen, und entweder zu farbigen oder zu fluo- 
reszierenden Produkten umgesetzt werden konnen. 

SchlieBlich ist es moglich, die Nukleinsauresondenmole- 
kule so zu gestalten, daB an ihrem 5'- oder 3-Ende eine wei- 
tere zur Hybridisierung geeignete Nukleinsauresequenz vor- 



handen ist. Diese Nukleinsauresequenz umfaBt wiederum 
ca. 15 bis 1000, bevorzugt 15-50 Nukleotide. Dieser zweite 
Nukleinsaurebereich kann wiederum von einer Oligonu- 
kleotidsonde erkannt werden, die durch eines der oben er- 

5 wahnten Mittel nachweisbar ist. 

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Kopplung der 
nachweisbaren Nukleinsauresondenmolekule mit einem 
Hapten. Nach Ablosung der Nukleinsauresondenmolekule 
von der Zielnukleinsaure konnen die nun mehr separat vor- 

io iiegenden Nukleinsauresondenmolekule mit das Hapten er- 
kennenden Antikorpern in Kontakt gebracht werden. Als 
Beispiel fur solch ein Hapten kann Digoxigenin angefuhrt 
werden. Dem Fachmann sind uber die angegebenen Bei- 
spiele auch noch weitere wohlbekannt. 

15 Im Gegensatz zum herkommlichen FISH-Verfahren wer- 
den jedoch die Mikroorganismen nach dem erfindungsge- 
maBen Verfahren nicht auf einem Objekttrager immobili- 
siert, sondern auf einer Mikrotiterplatte oder auf einem an- 
deren geeigneten Trager, der das Immobilisieren von mehre- 

20 ren, raumlich voneinander getrennten Mikroorganismen er- 
laubt. Dies hat gravierende Vorteile. Zum einem ist die 
Durchfuhrung der HSH-Hybridisierung dank der vorliegen- 
den Erfindung erstmals automatisierbar. Alle Reaktions- 
schritte konnen in der Mikrotiterplatte von statten gehen. 

25 Zum anderen ist die in der Praxis oft muhevolle Quantifizie- 
rung nun deutlich erleichtert. In der Praxis wurden die posi- 
tiven Zellen, also die Zellen, die spezifisch gebundene Nu- 
kleinsauresondenmolekule, die mit einem Markermolekul 
versehen sind, enthalten, gezahlt und diese Zahl mit der Ge- 

30 samtzellzahl verglichen. Bei dieser Erfindung konnen die 
Mikroorganismen in einem geeigneten Auswertegerat, z. B. 
Euorometer oder Chemoluminometer, durch die ausstrah- 
lende Fluoreszenz oder Chemoiuminiszenz quantifiziert 
werden. 

35 Die Durchfuhrung der HSH-Hybridisierung geschieht im 
Stand der Technik ausschlieBlich auf Objekttragern. Auch 
das Immobilisieren von Mikroorganismen auf Filtern und 
die daran anschlieBende FISH Hybridisierung sind bereits in 
einschlagiger, dem Fachmann bekannter Literatur beschrie- 

40 ben worden. Die Moglichkeit, den Nachweis von Mikroor- 
ganismen mittels Immobilisieren der Mikroorganismen auf 
einer Mikrotiterplatte oder eines anderen geeigneten TVagers 
im Rahmen eines automatisierbaren und schnellen Verfah- 
ren s durchzufiihren, ist neu. 

45 Die Vielzahl moglicher Markierungen ermogiicht auch 
den gleichzeitigen Nachweis von zwei oder mehreren sich 
iiberlappenden oder auch nicht uberlappenden Populatio- 
nen. So kann z. B. durch die Verwendung von zwei ver- 
schiedenen Ruoreszenzmarkern neben Legionella pneumo- 

50 phila auch Legionella feeleii nachgewiesen werden. 

Der mittels des erfindungsgemaBen Verfahrens nachzu- 
weisende Mikroorganismus kann ein prokaryontischer oder 
eukaryontischer Mikroorganismus sein. In den meisten Fal- 
len wird es erwunscht sein, einzellige Mikroorganismen 

55 nachzuweisen. Diese einzellige Mikroorganismen konnen 
auch in groBeren Aggregaten, sogenannten Filamenten, vor- 
liegen. Relevante Mikroorganismen sind hierbei v. a. Hefen, 
Algen, Bakterien oder Pilze. 
Das erfindungsgemaBe Verfahren kann vielfaltig ange- 

60 wendet werden. Umweltproben konnen auf das Vorhanden- 
sein von Mikroorganismen untersucht werden. Diese Pro- 
ben konnen hierzu aus Luft, Wasser oder aus dem Boden 
entnommen sein. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet fur das erfindungsge- 

65 maBe Verfahren ist die Kontrolle von Lebensmitteln. In be- 
vorzugten Ausfuhrungsformen werden die Lebensmittelpro- 
ben aus Milch oder Milchprodukten (Joghurt, Kase, Quark, 
Butter, Buttermilch), Trinkwasser, Getranken (Limonaden, 
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Bier, Safte), Backwaren oder Fleischwaren entnommen. Fiir 
den Nachweis von Mikroorganismen in Lebensmitteln kann 
u. U. eine Kultivierung notwendig sein, um sicherzustellen, 
dass nur lebende und damit vermehrungsfahige Mikroorga- 
nismen nachgewiesen werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann weiter zur Unter- 
suchung medizinischer Proben eingesetzt werden, Es ist fiir 
die Untersuchung von Gewebeproben, z. B, Biopsiematerial 
aus der Lunge, Tumor- oder entziindliches Gewebe, aus Se- 
kreten wie SchweiB, Speichel, Sperma und AusfluB aus der 
Nase, Harnrohre oder Vagina sowie fiir Urin- oder Stuhlpro- 
ben geeignet, 

Ein weiteres Anwendungsgebiet fiir das vorliegende Ver- 
fahren ist die Untersuchung von Abwassern, z. B. Belebt- 
schlarnm, Faulschlamm oder anaerobem Schlamm. Dariiber 
hinaus ist das Verfahren geeignet, Biofilme in industriellen 
Anlagen zu analysieren, sowie auch sich naturhcherweise 
bildende Biofilme oder sich bei der Abwasserreinigung bil- 
dende Biofilme zu untersuchen, Auch die Untersuchung 
pharmazeutischer und kosmetischer Produkte, z. B. Salben, 
Cremes, Tinkturen, Safte, Losungen, Tropfen etc. ist mit 
dem erfindungsgemaBen Verfahren moglich, 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren kann die in In- 
Situ-Hybridisierung in der Praxis etabliert werden. Bei Ver- 
wendung von Ruoreszenzmolekiilsonden miisste als Aus- 
werteeinheit zur Quantifizierung ein Mikrotiter-Fluorometer 
benutzt werden, das im Vergleich zu einem Epifluoreszenz- 
mikroskop, das zur Durch fiihrung des herkommlichen 
HSH- Verfahrens geeignet ist und mit welchem ausreichend 
gute In-Situ-Hybridisierungsergebnisse erzielt werden kbn- 
nen, sowohl in der Anschaffung als auch im Unterhalt we- 
sentlich kostengiinstiger ist. Dariiber hinaus muB bei der 
Verwendung von CY5-Sonden eine hochwertige CCD-Ka- 
mera eingesetzt werden, was das Verfahren des Standes der 
Technik zusatzlich kostenintensiv macht. Aus diesem Grund 
stellt das erfindungsgemaBe Verfahren eine wesentlich 
preisguns tiger MeBmethode dar, als die zeitaufwendige 
Quantifizierung am Epifluoreszenzmikroskop. Uberdies 
sind die laufenden Kosten geringer, da die Xenonbogen- 
iampe des Fluorometer eine wesentlich langere Lebensdauer 
besitzt als die Quecksilberhochdrucklame eines Epifluores- 
zenzmikroskops. Ebenfalls sind die Personalkosten gerin- 
ger. Bei der quantitative!! Analyse einer Umweltprobe mit- 
tels des herkommlichen Verfahrens nimmt der Einsatz meh- 
rerer Sonden mehrere Tage in Anspruch. Das erfindungsge- 
maBe Verfahren erledigt diese Aufgabe innerhalb weniger 
Stunden. Hybridisierung benotigt ca. 2-3 Stunden, die 
Quantifizierung nur wenige Minuten. Die Quantifizierung 
beim erfindungsgemaBen Verfahren kann uberdies auch von 
ungeschulten Kraften durchgefuhrt werden. Zusatzlich ver- 
kiirzt der Einsatz von Mikrotiterplatten den Zeitaufwand bei 
der Durchfuhrung von Hybridisierungsreaktionen erheblich. 
Konnen beim Einsatz von Objekttragern auf jedem Objekt- 
trager nur einzelne Reaktionen durchgefuhrt werden, so 
konnen beim Einsatz von Mikrotiterplatten bis zu Hundert 
oder mehr Reaktionen auf einem Trager erfolgen. 

Uberdies ist das Verfahren automatisierbar, wodurch die 
Personalkosten drastisch gesenkt werden konnen. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren ist aber auch ne- 
ben der Verwendung von Fluorornetern oder anderen Quan- 
tifizierungssystemen auch die Verwendung von Mikro- 
skopen moglich. Zu diesem Zwecke muB das "Welt", also 
die Aussparung in der Mikrotiterplatte nicht abgerundet 
sondern flach sein. Zur Auswertung kann auch ein inverses 
Mikroskop benutzt werden, welches das Aufbringen eines 
Deckglases auf die immobilisierten und hybridiserten Zellen 
vermeidet. 

ErfindungsgemaB wird weiterhin ein Kit zur Durch fuh- 
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rung des Verfahrens zum schnellen und automatisierbaren 
Nachweis von Mikroorganismen in einer Probe zur Verfu- 
gung gestelli. Der Kit umfaBt als wichtigsten Bestandteil 
eine fur den jeweiis nachzuweisenden Mikroorganismus 
spezifische Oligonukleotidsonde. Weiterhin umfaBt er min- 
destens einen Hybridisierungs- und einen Waschpuffer. Die 
Wahl des HybridisierungspufTers hangt in erster Linie von 
der Lange der verwendeten Nukleinsauresonden ab. Bei- 
spiele fur Hybridisierungsbedingungen sind in Stahl D. A. 
& Amann R. (1991) Development and application of nucleic 
acid probes in bacterial systematics. In: E. Stackebrandt and 
M. Goodfellow, Ed., Sequencing and hybridization techni- 
ques in bacterial systematics, pp. 205-248. John Wiley and 
Sons, Chichester, England. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der Kit 
spezifische Sonden zum Nachweis von Mikroorganismen, 
die im Abwasser von Abwasserreinigungsanlagen vorkom- 
men. 

Das folgende Beispiel soil der Erlauterung der Erfindung 
dienen und ist nicht in einschrankender Weise zu deuten. 

Nachweis von Bakterien des T^pes PPx3 in einer Abwas- 
serprobe: 

Das nachfolgende Beispiel, vom Anmelder auch als "Power- 
FISH- Verfahren" bezeichnet, dient der qualitativen Analyse 
von Bakterien, die dem filamentosen Bakterienfaden PPx3 
zugeordnet werden konnen. Die Identifizierung erfolgt in 
wenigen Stunden. Der Bakterienfaden konnte bisher nicht 
kultiviert werden und war aus diesem Grunde einer Identifi- 
zierung bislang nicht zuganglich. 

Das Grundprinzip laBt sich folgendermaBen darstellen. 
Filamentose Bakterien in Abwasserproben werden durch 
gegen rRNA-gerichtete fluoreszenzmarkierte Oligonukleo- 
tidsonden spezifisch erfaBt, Nach entsprechend stringenten 
Waschschritten werden die gebundenen Sonden in den Bak- 
terien in einem Mikrotiterfluorometer quantifiziert. Durch 
die Hohe des erhaltenen Signals kann eine Aussage dariiber 
getroffen werden, ob in der AbwasserprobePPx3-Filamente 
vorhanden waren oder nicht. 

In einem ersten Schritt wird die Abwasserprobe zum Ab- 
toten der darin enthaltenen Mikroorganismen und um die 
Zellen fiir Oligonukleotidsonden zuganglich zu machen, fi- 
xiert Ein Aliquot der Abwasserprobe wird in das Welt einer 
Mikrotiterplatte eingefullt und die Zellen werden durch 
Hitze im Welt immobilisiert. Nach der Immobilisierung un- 
terlaufen die Zellen einen Dehydratisierungsschritt. An- 
schlieBend wird ein Hybridisierungspuffer eingefullt und 
entsprechende Mengen an spezifischen fluoreszenzmarkier- 
ten Oligonukleotidsonden zugegeben. Bei der anschlieBen- 
den Inkubation konnen unter ausreichend stringenten Bedin- 
gungen die Oligonukleotidsonden spezifisch an ihre Ziel- 
stellen im Bakterienfaden PPx3 binden. Beim anschlieBen- 
den Waschschritt werden die nicht gebundenen Sonden wie- 
der entfemt. Fiir eine Detektion im Mikroskop werden die 
Zellen getrocknet und mit einem Antifading-Reagenz iiber- 
schichtet. Das Auflegen eines Deckglases ermoglicht das 
Betrachten mit einem gangigen Mikroskop. Ohne das Aufle- 
gen eines Deckglases ist nur das Betrachten mit einem in- 
versen Mikroskop moglich. Zur Quantifizierung in einem 
Fluorometer werden die Zellen in etwas Wasser aufgenom- 
men und in einem Mikrotiterplatten-Fluorometer quantifi- 
ziert. 

a) Das Fixieren der Zellen kann wie folgt durchgefuhrt 
werden: 

Vorbereitung der Fixierungslosung: 
Zugabe von 3 g Paraformaldehyd zu 30 ml auf 60°C erhit- 
zes H 2 Obidest und anschlieBend tropfenweise Zugabe von 
1 M NaOH bis zum vollstandigen Losen des Paraformalde- 
hyde AnschlieBend Hinzufugen von 16,6 ml 3 xPBS (PBS- 
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Formamid 
5 M NaCl 
lMTris/HCl 
10%SDS 

H20bidest 



Hybridisierungspuffer 

700 pi 
360 pi 
40 pi 
2 pi 

auf 2 ml auffullen 



Waschpuffer 



lMTris/HCl, P H8,0 
10% SDS 
5 M NaCl 
0.5 M EDTA 

H20bidest 



100 pi 
5 pi 
70 pi 
50 pi 

auf 5 ml auffullen 



10 



15 



Stammlosung: 200 mM NaH 2 P0 4 und 200 mM Na 2 HP0 4 , 
pH-Wert = 7.2-7.4; 3 x PBS-Losung: 390 mM NaCl und 
30 mM Na x P0 4 (PBS-Stammlosung); pH = 7,2-7,4). Ab- 
kiihlen der Losung auf ca. 20°C. Einstellen des pH-Wertes 
mit 1 M HC1 auf 7.2-7.4. Sterilfiltration der fertigen PFA- 
Losung uber einen 0.2 pm-Filter. Die Losung kann bei -4°C 
fur ca. eine Woche aufbewahrt werden. Altemativ kann die 
Losung fur mehrere Monate eingefroren werden. 

Zum eigentlichen Fixieren der Zellen werden drei Teile 
der gekuhlten Fixierungslosung mit einem Teil der Zellsus- 
pension vermischt und 1-6 Stunden inkubiert. Nach Zentri- 
fugation von 2 ml dieser Suspension wird das enstandene 
Pellet mit 1 ml lxPBS gewaschen (1 x PBS: 130 mM NaCl 
und 10 mM PBS-Stammlosung). Nach einem weiteren Zen- 
trifugationsschritt wird das Pellet in 250 pi 1 x PBS voll- 
standig resuspendiert und mit demselben Volumen eiskalten 
Ethan ol vermischt. Die Lagerung der flxierten zellen erfolgt. 
bei -20°C. 

Die Immobilisierung der Zellen auf einer Mikrotiterplatte 
erfolgt durch Aufbringen von 1-20 pi der Zellen in das Welt 20 
einer Mikrotiterplatte aufgebracht und anschlieBendes Im- 
mobilisieren durch Erwarmung fur 20 min bei 80°C. 

Zur Dehydratatioh werden 100 pi 50%iger Ethanol in das 
Welt aufgebracht. Nach 3 min wird der Ethanol entfemt und 
100 pi 80%iger Ethanol aufgebracht. Nach abermals 3minu- 
tiger Inkubation wird auch dieser Ethanol entfernt und 
100 pi 100%iger Ethanol aufgebracht. Nach 3 Minuten Ent- 
fernung von diesem Ethanol und Lufttrocknung der Zellen. 

Fur die Hybridisierung werden folgende Puffer verwen- 
det: 



25 



30 



35 



40 



45 



24 pi des Hybridisierungspuffers werden in das Welt pi- 
pettiert und 3 pi (Konz, 50 ng/pl) des fluoreszenzmarkierten 
Oligonukieotids dazugemischt. Uber die Mikrotiterplatte 
wird eine abdichtende Folie gespannt. Die Mikrouterplatte 
wird fur 1,5 Stunden bei 46°C inkubiert. AnschlieBend wer- 
den in das Welt 100 pi Waschpuffer hinzugegeben, abge- 
nommen und abermals 100 pi Waschpuffer hinzugegeben. 
Nach Inkubation fiir 20 min wird der Waschpuffer abge- 
nommen und die Zellen luftgetrocknet. 

Die Auswertung erfolgt wie folgt. Zur mikroskopischen 
Betrachtung werden die Zellen mit einem Antifading-Rea- 
genz iiberschichtet und mit einem inversen Epifluoreszenz- 
mikroskop betrachtet. Zur Betrachtung mit einem Auflichte- 
pifluoreszenzmikroskop wird auf die Zellen ein Deckglas 
gelegt. Fiir die Auswertung in einem Fluorometer werden 
auf die getrockneten Zellen 100 pi deionisiertes Wasser hin- 
zugegeben und das Welt in einem Mikrotiterplattenlesegerat 
ausgewertet. 
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8 

Patentanspruche 



1. Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen in 
einer Probe mittels einer Nukleinsauresonde, umfas- 
send die folgenden Schritte: 

a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Mikroor- 
ganismen 

b) Immobilisieren der Mikroorganismen auf ei- 
ner Mikrotiterplatte 

c) Inkubation der auf der Mikrotiterplatte fixier- 
ten und immobilisierten Mikroorganismen mit 
nachweisbaren Nukleinsauresondenmolekulen, 
um eine Hybridisierung herbeizufuhren 

d) Entfemen nicht hybridisierter Nukleinsaure- 
sondenmolekule 

e) Detektieren und gegebenenfalls Quantifizieren 
der Zellen mit hybridisierten Nukleinsaureson- 
denmolekulen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin die Nukleinsau- 
resonde komplernentar zu einer chromosomalen oder 
episomalen DNA, einer mRNA oder rRNA eines nach- 
zuweisenden Mikroorganismus ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, worin die Nu- 
kleinsauresonde kovalent mit einem detektierbaren 
Marker verbunden ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, worin der Marker aus- 
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 

a) Fluoreszenzmarker 

b) Chemilumineszenzmarker 

c) Radioaktiver Marker 

d) enzymatisch aktive Gruppe 

e) Hapten 

f) durch Hybridisierung nachweisbare Nuklein- 
saure. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, worin 
der Mikroorganismus ein einzelliger Mikroorganismus 
ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, worin 
der Mikroorganismus eine Hefe, ein Bakterium, eine 
Alge oder ein Pilz ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, worin der Mikroorga- 
nismus ein Abwasserorganismus ist. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, worin 
die Probe eine Umweltprobe ist, die aus Wasser, Boden 
oder Luft entnommen ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, worin 
die Probe eine Lebensmittelprobe ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, worin die Probe aus 
Milch oder Milchprodukten, Trinkwasser, Getranken, 
Backwaren oder Fleischwaren entnommen ist. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wo- 
rin die Probe eine medizinische Probe ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, worin die Probe aus 
Gewebe, Sekreten oder Stuhl entnommen ist. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wo- 
rin die Probe aus Abwasser entnommen ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, worin die Probe aus 
Belebtschlamm, Faulschlamm oder anaeroben 
Schlamm entnommen ist. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wo- 
rin die Probe aus einem Biofilm entnommen ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, worin der Biofilm 
aus einer industriellen Anlage stammt, bei der Abwas- 
serreinigung gebildet wurde oder ein naturlicher Bio- 
film ist. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wo- 
rin die Probe einem pharmazeutischen oder kosmeti- 
schen Produkt entnommen ist. 
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18. Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem 
der Anspriiche 1 bis 17, umfassend 

a) mindstens einen Hybridisierungspuffer und 

b) mindestens eine Nukleinsauresonde. 

19, Kit nach Anspruch 18, enthaltend spezifische Son- 
den zura Nachweis von Bakterien, die im Abwasser 
vorkommen. 
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